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SUPPORT D' ANALYSE A TRANSMISSION DE LUMIERE DE 

FLUORESCENCE 

Domaine -technique 
5 La presente invention . concerne un . support 

d* analyse . et un systeme d' analyse incluant \ ledit 
support et des moyens optiques de lecture du support; 
Elle concerne plus precisement des supports d' analyse 
biologique, encore designes par "biopuces " . ■ - ( 

10 Les biopuces comportent une pluralite de sites 

d' analyse eguipes de sondes- Les sondes sont des 
molecules capables de reconnaitre et de fixer de fagon 
selective de la matiere biologique ou capables de 
provoquer des reactions chimiques ou biochimiques avec 

15 des molecules cibles se trouvant dans un milieu a 
analyser . 

Les sondes sont par exempie' des acides. 
nucleiques tels que des brins d'ADN, fixes sur les 
sites et capablies de s 1 apparier avec des brins d'ADN 

20 complementaires ou brins cibles se trouvant dans 
l^nalyte. D'autres types de reconnaissance tels que la 
reconnaissance anticorps-antigene peuvent egalement 
etre mis en oeuvre pour provoquer un appariement 
select if entre les sondes et les cibles . 

25 L ' invention trouve des applications .d' analyse 

et de diagnostic dans notamment J.es . domaines medicaid 
pharmacologique, agro-alimentaire et environriemental • 

Etat de la technique anterieure 
30 Comme evoque dans la partie introductive , les 

biopuces fonctiqnnent, sur un principe de reconnaissance 
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entre des. sondes, fixees sur des sites d' analyse de la 
puce/ et des cibles qui sont notamment des molecules ou 
des brins d'ADN du milieu a analyser. Une illustration 
des techniques de preparation des sites, . et en 
5 particulier de leur garniture avec les sondes 
biologiques 6u chimiques , est donnee, par exemple, par 
des documents (1) et (2) dont les references sont 
precisees a la fin de la presente description. 
; Apres avoir mis, eh contact une biopuce avec le 

10 milieu a analyser il convient d* examiner les sites pour 
determiner lesquels ont ete le siege d'une reaction ou 
d'un appariement. - 

. La connaissahce de ces sites,. et . la 
connaissance du type de sondes qui les, £quipent, 
15 permettent de determiner la composition du milieu. 

L'exameri des sites est facilite en utilisant un 
. milieu a analyser dont les molecules ou les brins d'ADN 
cibles sont porteurs . d'un marqueur fluorescent . bu 
fluorophore. Dans ce cas, en effet, l'examen de la puce 
20 se resume a une etape d ' excitation de 1 ' ensemble des 
marqueurs fluorescents qu'elle porte, et une etape de 
lecture des sites pour detecter la lumiere de 
fluorescence reemise par les marqueurs*. On sait alors 
que les sites pour lesquels une lumiere de fluorescence 
25 .est det.ectee, sont'ceux qui ont fixe des molecules ou 
des brins d'ADN cibles . 

On connait differents types d 1 equipements 
utilises pour la lecture des sites. Parmi ces 
equipements, on peut citer les systemes optiques tels 
30 que le microscope confocal. Ces systemes sont 
geneiralement associes a des moyens de deplacement de la 
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puce dans un plan, de fagon a balayer successivement 
tous les sites. 

Les equipements de lecture de.s sites explbrant 
les sites les uns apres les autres ne sont bien adaptes. 
. 5 que pour les biopuces cornprenant' un nombre de sites 
d'analyse relativement faible. En outre, les 
•appareillages utilises doivent respecter des exigences 
de precision eleves et sont done, particulierement 
couteux. 

10 A t.itre d' alternative, le document (3),dont les. 

references sont egalement precisees a la fin de la 
description, propose d'utiliser comme support de puce 
une retine de type CCD (a couplage .de charge). De 
telles retines, connues dans .les cameras electroniques , 

15 permettent de mesurer directement et simultanement la 
lumiere de fluorescence emise depuis un grand nombre de 
sites . . * 

Les sondes sont formees sur les pixels de la 

' retine, directement ou par 1 9 intermediaire d'un 

20 revetement amovible. . * . ' 

Lorsque la densite de ' sites est importante un 
tel dispositif peut cependant poser des prqblemes de 
resolution et de diaphotie entre les pixels. La 
. diaphotie est un phenomena d 1 interference mutuelle 

25 entre les lumieres de fluorescence produite.s . sur 
differents sites. Ce phenomene affecte la precision et 
1 ■ acuite de la lecture. 



30 
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Expose de 1 1 invention 

L 1 invention a pour but de proposer un support 
d' analyse et un systeme d' analyse ne presentant pas les 
limitations ou difficultes mentionnees ci-dessus. 
5 Un but est en particulier de proposer un 

support peu couteux avec un nombre tres eleve de. sites , 
susceptibles d'etre lus avec precision au mbyen d'une 
( retine electronique. 

Pour atteindre ces buts, 1 1 invention a plus 
10 precisement pour objet un support d' analyse, en 
particulier une bibpuce., comprenant une premiere face 
pourvue de sites de reception de sondes, encore appeles 
sites d* analyse, et une . deuxieme face opposee a la 
premiere face et susceptible d'etre associee a des 
15 moyens de detection de lumiere. Le support d F analyse 
presente une pluralite de regions transparentes a une 
lumiere de fluorescence, form'ant des passages de 
lumiere entre les sites et ladite deuxieme face, les 
regions etant mutuellement separees par des regions 
20- opaques a la lumiere de f luorescerice • 

Grace aux passages de lumiere formes par les 
regions transparentes, la lumiere. de fluorescence 
' susceptible d'etre emise par des molecules cibles 
marquees, presentes sur les sites, est disponible sur la 
25 deuxieme face libre , . c ' est-a-dire la face depourvufe de 
sites, pour une lecture de la puce. 

. Cette caracteristique f acilite grandement . la 
mise en place du support d' analyse sur une retine 
electronique . 

30. De plus, comme la premiere face equipee des 

sites reste libre^ il est possible d'envisa^er de fa^on 
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simultanee , 1/ excitation des marqueurs fluorescents par 
une source de lumiere tournee vers la premiere face et 
la lecture des sites par. une retine tournee vers la 
deuxieme face. 

5 Les regions opaques du support d' analyse ont 

une fonction essentielle qui consiste a reduire ou a 
empecher la propagation de. la lumiere de fluorescence 
emise par un site vers un site' voisin ou vers une 
partie d'une retine electronique. associee a un site 

10 voisin. En d'autre's termes, les regions opaques 
constituent une isolation optique entre les sites. • 

Les phenomenes parasites de diaphotie, evoques 
precedemment s 1 en trduvent reduits ou annules . 

Selon une realisation particiiliere du support 

15 d' analyse, celui-ci peut comporter une plaque . de 
materiau opaque fbrtnant lesdites regions opaques et 
tr,aversee par une pluralite de caissons^ en un materiau 
transparent a la lumiere de fluorescence. Ces caissons 
. forment alors lesdites regions transparentes . Le 

20 materiau opaque entoure ainsi les regions transparentes 
et .fixe later alement les limites du passage de lumiere 
associe a chaque site. : .'*..■.' 

Selon une autre realisation possible, le 
support peut comporter . une plaque de materiau 

25 transparent a la lumiere de fluorescence - et formant 
lesdites regions transparentes . . Dans ce cas le support 
comprend aussi au moins une couche de masque formee sur 
au mpins une face de la plaque, ladite couche de masque 
s ' etendant en dehors des regions transparentes et 

30 formant lesdites regions opaques. 
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Les transmissions et reflexions parasites de 
lumiere ' entre les sites sont empeches par la couche de 
masque . 

La couche de masque peut etre d'un seul tenant, 
5 c 1 est-a-dire entourer entierement les regions 
transparentes sur la deuxieme face, ou etre form^e 
d'.une pluralite d' elements opaques disjoints* 

La couche de masque . peut etre formee- sur l'une 
des premiere ou deuxieme faces support d' analyse. Une 
10 couche de masque peut egalement etre formee sur chacune 
des faces, .Les • ouvertur.es des masques sur les faces 
opposeeS sont alors agenceks de f agon a coincider entre 
..elles et avec les sites* 

Selon un aspect particulier avantageux de 
15 - f 1' invention, le materiau des regions transparentes peut 
etre un materiau sensiblement opaque pour un spectre de 
longueurs d'onde comprenant au moins une longueur 
.d'onde d'excitation de marqueurs fluorescent de 
molecules cibles . susceptibles d'etre fixees sur les 
20 sites , et sensiblement transparent a un spectre de 
longueurs d'onde comprenant au jrioins une longueur 
d'onde de fluorescence desdits marqueurs. 

Grace a ces caracteristiques , tout ou partie 
d'une lumiere d 'excitation appliquee aux sites sur la 
25 premiere face est arretee et seule la lumiere de 
fluorescence est dirigee vers' la deuxieme face . Ainsi, 
lorsqu 1 line retine.de lecture est disposee au voisinage 
de la deuxieme face, celle-ci se trouve affranchie .dans 
une large mesure de la lumiere d ' excitation . Une 
30 lecture avec une plus grande sensibilite est: par 
. m consequent possible. 
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A titre d ' alternative , . ou de fagon 
complementaire, le support peut comporter en outre une 
couche de.filtre optique formee sur la premiere face et 
destinee a retenir au moins une longueur d'onde d'une 
.5 lumiere- d' excitation des marqueurs f luorescents . '. En 
particulier, le filtre peut etre congu pour retenir 
1' ensemble du spectre d' excitation. 

Pour augmenter . encore 1 1 acuite et la 
sensibilite de la ie.cture des sites par une retine 
10 electronique, le support peut etre equipe d'une 
pluralite de lentilleis optiques, formees . sur la 
deuxieme face et coincidant avec lesdites regions 
transparentes '." 

Les lentilles collectent la lumiere de 
15 fluorescence pour la concentrer de fagon localise.e, par 
exemple sur une retine electrbnique , et en particulier 
sur des zones phdtosensibles, ou pixels, de la. retine. 

L ' invention , concerne egalement un systeme 
d 1 analyse biologique comprenant un support d 1 analyse 
20 tel que decrit precedemment et un systdme de lecture 
equipe d'une retine electironique associee a la deuxi&me 
face du support. 

La retine electro.n4.i5ue peut etre equipee d'une 
N pluralite de zones photosensibles , coincidant avec les 
25 regions transparentes du. support d 1 analyse lorsque 
celui-ci. est dispose sur la retine/ . 

II s • agit par exemple d'une retine de silicium 
du type CCD (a couplage de * charges) ou CMOS (met<al- 
oxyde-semi-conducteur complementaire). De telles 
30 retines sont connues et utilisees par exemple dans des 
camescopes 
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La retine electronique peut ! presenter en 
particulier une face sensible , tournee vers le support 
d' analyse, qui est . recouverte d'un filtre antiref lexion 
accorde sur au mbins une longueur d'onde de la liimi&re 
5 de fluorescence. Ce . filtre a essentiellement une 
fonction antiref lexion destinee egalement a limiter une 
diaphotie entre les pixels, due a divers phenomenes 
parasites tels que des reflexions multiples* 

D'autres caracteristiques et avantages de 
10 1' invention ressqrtirbnt mieux de la description qui va 
suivre, en reference aux ' figures des dessins annexes. 
Cette description est donnee a: titre purement 
illustratif et non limitatif . 

15 Breve description des figures 

- La figure 1 est une coupe schematique 
partielle illustrant une ' premiere possibility de 
realisation d'un systeme d ' analyse conforms a 
1 1 invention. 

20 - La figure 2 est un diagramme de transmission 

d'un filtre optique permettant de separer, la lumiere 
d • excitation et d'emission. des f luorophores . II bloque 
la lumiere d 1 excitation et il laisse passer la lumiere 
de. fluorescence. ' 

- La . figure 3 est une coupe schematique 
partielle illustrant une deuxieme, possibilite de 
realisation d'un systeme d 1 analyse conforme a 
1 1 invention. 
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Description detail lee de modes de mise en oeuvre de 

. 1 1 invention 

Dans .la description qui suit, des parties 
identiques, similaires ou equivalentes des differences 
5 figures sont designees paries memes references, afiri de 
faciliteir la lecture des figures, 

Le systeme d 1 analyse de la figure 1 comprend 
deux elements principaux qui sont un support d' analyse 
10 et un dispositif . de lecture 12, equipe par. exemple 
10 d'une retine electronique . 

Le support d 1 analyse peut etre dispose de fagon 
amovible sur; le dispositif de lecture ou a proximite 
d* une face photosensible 16 de celui-ci^ de fagon a 
effectuer une lecture d'un certain nombre de sites 
15 d'analyse 14 du support d^nalyse. 

Dans 1' exemple illustre, la- face photosensible 
■ - : 16 du dispositif de lecture est plus particulierement 
pourvue de zones photosensibles 18 qiii constituent des 
pixels d 1 une retine. a transfert de charge du type CCD. 
20 L ' agencetment des sites d r analyse 14 sur le 

support d' analyse. 10 est congu de fagon i pouvoir 
associer un pixel 18 du dispositif de lecture a chaque 
. site d 1 analyse, " ' 

!Les pixels 18 sont destines a detecter. la 
25 presence ou 1' absence, et eventuellement I'intensite 
d f une lumiere de fluorescence emise depuis des 
marqueurs fluorescents, presents sur des sites 
d 1 analyse. La. lumiere de fluorescence permet de 
reconnaitre ainsi les sites sur lesquels. une reaction 
30 chimique ou biologique a eu lieii.. . ' 
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Les sites d 1 analyse 14 se presentent sous la 
forme de petites cuvettes pratiquees sur une premiere 
face. 2 0 du support d\ analyse. 

Le- fond des cuvettes est garni de reactifs 
5 chimiques ou biologiques. Comme evoque dans la partie 
introductive, ces reactifs sont designes par sondes et 
susceptibles de reagir avec des molecules ou de la 
matiere biologique du milieu a analyser. 

Dans I'exemple illustre, ' les reactifs sont des 
10 sondes d 'oligonucleotides constitutes, de bases, azbtees 
GCTA. Les sondes peuvent . etre fixees au fond des 
cuvettes au moyen d' une operation de silanisation et de 
depot de, strepavidine. Pour la fixation des sondes, on 
peut se reporter egalement aux documents ( 1 ) et (2) 
15 deja mentionnes. 

II convient de . noter que les differents sites 
d'une meme support d f analyse peuvent etre pourvus de 
differents types de sondes. 

Apres cette premiere operation de 

20 fonctionnalisation des sites, le support d' analyse est 
mis en contact avec un milieu con-tenant, par example, 
des oligonucleotides a reconnaitre. Ceux-ci constituent 
les "cibles " . 

La ^ reconnaissance peut etre bas4e sur : la 
25 cbmplementiarite de bases' azotees, Une hybridation entre 
cibles et sondes a alors lieu, selon les lois 
. d* appariement G-^C et T-A. 

Pour reconnaitre les sites sur lesquels une 
hybridation a eu lieu, les oligonucleotides cibles sont 
30 porteurs de marqueurs f luorescents tels que la 
fluoresceine, le CY 3 oil le CY S , par exemple. . ■ . 
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Le tableau I ci-apres indique, pour ces trois 
marqueurs, la longueur d'onde centrale d'une lumiere 
d' excitation riotee X p et la longueur d'onde de la 
lumiere de fluorescence reemise et notee X f . Les 
5 longueurs d'onde sont exprimees en nanometres. 

. TABLEAU I 



MARQUE UR 


X p (run) 


Xt (run) 


Fluoresceins 


. 494 


520 


CY 3 


550 


570 


CY 5 


649 


670 : 



10 Sur la figure 1, les oligonucleotides/ sondes 

ou cibles, sont representes sous la forme d'un depot au 
fond des cuvettes des sites d* analyse 14 , et designes 
avecla reference 221 

La lecture du support d.' analyse fait appel a 

15 une lumiere 1 d* excitation , indiquee par des fleches, et 
fournie par une, source de lumiere 3 0 disposee en regard 
de la premiere face 20* La source de lumiere 30 peut 
etre par exemple un laser emettant une lumiere a une 
longueur d'onde voisine de la longueur d'onde X p du 

2 0 marqueur fluorescent utilise. La source de lumiere peut 
. aussi etre une source incoherente dont le spectre 
d'emission comprend la longueur d'onde X p , 

Le support d 1 analyse 10. de la figure 1 est 
forme, d'urie structure " de' matiere opaque ( aux longueurs. 

2 5 d'onde X p et -X £ ) constituarit des regions 4 0 dites 
"regions, opaques". Cette structure est traversee de 
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passages de lumieres formes par des regions 42 dites 
"regions transparentes". 

En particulier, le materiau des regions 
transparentes est choisi pour etre transparent • a la 
5 longueur d'onde X f de la lumiere de fluorescence. 
Eventuellement, . i.l est avantageux d'utiliser un 
materiau transparent a la longueur d'.onde X t de la 
lumiere de fluorescence et sensiblement opaque r ou 
attendant la longueur d'onde "k p de la lumiere 

10 d* excitation. 

Les passages de lumidre formes par les regions 
transparentes permettent les transmission de la lumiere 
de fluorescence vers une deuxieme face 44 du support 
d* analyse, . tournee vers la fa!ce photosensible .16 du 

15 dispositif de lecture, ta lumiere se propage ensuite de 
la deuxieme face 44 vers les pixels 18 du dispositif -de 
lecture. 

Les regions opaques ont ess.entiellertient pour 
rple ci'eviter. que de la lumiere provenant d' un site 
2 0 d' analyse , h i interfere avec celle d'un site voisin ou : 
qu'elle n'atteigne un pixel qui n 1 est pas celui qui lui 
. est specif iquement associe. 

Ce role peut etre renforce par un ensemble de 
lentilles 46 formees sur la deuxieme face 44 du support 
25 d 1 analyse et coincidant respectiveiment avec les regions 
transparente 42. • 

Les lentilles sont prevue.s eh effet pour faire 
converger la lumiere de fluorescence de chaque site, 
vers un pixel associe du dispositif de lecture. 
30 Selon une variante, ; representee en trait, 

discontinue les lentilles du support d'analyse peuvent 
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etre remplacees par un reseau de lentilles 4 6a formees 
sur un support separe du support d' analyse. Ceci permet 
de conserver les lentilles sur le dispositif de lecture 
et reduire le cout de fabrication du support d' analyse. 
5 Le support d* analyse peut . etre fabrique & 

partir d'une plaquette de silicium, gravee, par 
iexemple, suivant des plans cristallographiques 
pref eirentiels selon une technique de gravure chimique 
(KOH). Les regions transparentes du support . d ■ analyse 

10 peuvent alors etre obtenues par oxydation thermique 
localisee du silicium. Dans ces regions le silicium est 
transforme en oxyde de silicium Si0 2 - 

Les lentilles 4 6 dont . 1 1 ouverture peut varier 
de 1,5 a 30, peuvent etre obtenues par fluage d'une 

15 iresine sur la. deuxieme face 44 du support ,d/ analyse 10. 
Une description de techniques pour, la realisation des 
lentilles peut aussi etre trouvee dans le document (4) 
dont les references sont precisees a la fin de la 
description. 

20 La reference 48 designe un filtre antireflet 

depose sur la face photosensible du dispositif de 
lecture. De la meme fagon f le support du reseau de 
microlentilles peut egalement etre constitug ou equipe 
d'un filtre antireflet 4 8a, 

25 . Enfin,. on observe que la premiere face 20 du 

support d f analyse est egalement recouverte d'un filtre 
optique 50. Ce filtre a essentiellement pour role de 
bloquer la lumiere d 1 excitation dirigee vers les sites 
d' analyse et de ne laisser passer vers le dispositif de 

3 0 lecture que la lumiere de fluorescence. 



WO 01/03833 



14 



PCT/FR00/02016 



Le filtre optique 50 est par exemple un filtre 
interf erentiel forme d'une alternance de couches 
Ti0 2 /SiO 2 . Ses caracteristiques et en particulier son 
taux de rejection, compris entre. 10 2 et 10 6 , peuvent 
5 etre ajustes en fonction d 1 une » qualite de detection 
recherchee.. 

La figure 2 est un diagramme representant la 
courbe de transmission 'dii filtre . 50. 
10 On definit une longueur d'onde de coupure X c du 

filtre pour laquelle le coefficient de transmission T c 
est de 50% • - ' 

Pour une gamme de longueurs' d'onde inferieure a 
k c , et comprenant notamment la longueur d'onde X p de la 
15 lumiere d • excitation, par exemple a 490 nm, la 
transmission T p du filtre est tres petite par rapport a 

t c . - 

En revanche, pour' uiiie plage de longueurs d'onde 
superieure a A^, comprenant notamment la longueur 
20. d'onde X f ; de la lumiere de fluorescence, par exemple a 
530 nm, la transmission T p est tres elevee par rapport 
a T c , ; 

Un taux - de rejection x du filtre est defini par 




25 La valeur X c de la longueur d'onde de coupure du 

filtre est choisie en fonction du. type . de :marqueur 
utilise de fagon a permettre un passage selectif de la- 
lumiere de fluorescence. 

On peut se reporter a cette fin au tableau I, 

30 par exemple. 
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La figure 3, decrite ci-aprds, illustre une 
autre possibility de realisation du support d' analyse 
de 1' invention. 

5 Le support d' analyse 10 comprend une plaque de 

materiau transparent/ par . exemple en verre. 

Sur une premiere face 20 de la plaque de verre 
sont deposees des microgouttes 22 de liquide contenant 
des sondes d ' ADN . Ces gouttes definissent ainsi les 
10 sites 14 du support d • analyse . 

De f agon plus, precise, les .microgouttes sont 
deposees . selon un agencement regulier sur une couche de 
filtre optique 50, telle que decrite precedemment en 
reference aux figures 1 et 2, qui recouvre la premiere 
15 face . . . 

Sur la deuxieme face 44 du support d* analyse se 
trouve un masque 41 eh un materiau absorbant la lumiere 
(opaque) tel que de 1 1 pxyde. de chrome (Cr 2 Q3) par 
exemple. Le masque 41 presente des ouvertures qui 
20 . coincident avec 1 * emplacement des sites d 1 analyse 14, 
definis par les gouttes deposees stir la premiere face 
20. ' 

Les parties du support d* analyse coincidant 
avec les ouvertures du masque corrisspondent a des 
25 regions transparentes . 42 .comparables aux regions 
transparerites definies en reference a la figue 1. 

: De la meme f agon,, les parties coincidant avec 
des plages de materiau absorbant la lumiere (opaque) 
constituent des regions .40 appelees "regions opaques*' 
30 du support d' analyse. 
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Le masque 41 a essentiellemerit pour fonction de 
limiter la diaphotie entre les sites d' analyse voisins. 
et de limiter la reflexion de Fresnel a 1 ■ interface 
entre le materiau du support cT analyse , en 1 ' occurrence 
5 le verre, et le milieu environnant . II permet ainsi 
d'eviter 1" influence d' une lumiere parasite susceptible 
d'affecter la mesure de la lumiere de fluorescence.' 

Pour la realisation d'un tel masque, on peut se 
reporter au document (5) dont . les references sont 
10 precisees a la fin de la description. 

Le support d* analyse de la figure 2, tout' comme 
celui de la figure 1 est associe a une source 30 de 
lumiere d 'excitation et a un dispositif de lecture 12 
apte a mesurer selectivement la lumiere de 1 fluorescence 
15 emise pair chaque site d f analyse, et .transmise a travers 
les regions transparentes 42. 

Les references 18 designent des zones 
photosensibles d'une retine electronique ,du dispositif 
de lecture. 12. Les zones photosensibles sont formees 

20 respectivement d'un ou de plusieurs pixels et sont 

• • • ■ . 

associees chacune §l un site particulier du support 
. d f analyse. 

La concentration de la lumiere sur les pixels 
peut etre. amelioree par des lentilles 4 6 formees ■• sur la 
25 deuxidme face du support d* analyse. On peut se reporter 
a ce sujet a la description relative a la figure 1. 

Dans une realisation particuliere du systeme 
d* analyse: selon la figure 2, le dispositif. de lecture 
peut comporter une couche de filtre optique 50a, 
30 representee en trait discontinu sur la figure 2. 
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Cette couche 50a presente sensiblement les 
memes caracteristiques que la couche 50 formee sur la 
premiere face du support d' analyse et est destinee a 
arreter la lumiere d' excitation tout en laissant passer 
5 ia lumiere. de fluorescence. 

La couche 50a peut remplacer ou completer une 
couche antireflet telle que la couche antireflet 48 
representee a la figure !• 

Lorsqiie le dispositif de lecture est equipe 
10 d'une couche de filtre 50a apte a.eliminer la lumiere 
d 1 excitation, il peut etre utilise avec des supports 
d' analyse qui s.ont depourvus d'une telle couche. Ceci 
permet de reduire le eout des supports d 1 analyse. 

Une telle mesure suppose cependant que le 
15 dispositif de lecture sbit utilise pour I." analyse d'un 
. milieu, avec des cibles portant des marqueurs 
f luorescents . adaptes, . 



20 
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REVENDICATIONS 

1. Support d* analyse (10),' en particulier 
biopuce, comprenant une premiere face (20) pourvue de 
sites (14) de reception.de .sondes et une deuxieme face 

5 (44) opposee & la premiere face et susceptible d'etre 
associee a des moyens de detection de lumiere, le 
support^ d ■ analyse preisentant une pluralite de regions 
(42) transparentes a une. lumiere de fluorescence,, 
formant des passages de lumiere entre les sites et 

10 ladite deuxieme face, lesdites regions etaiit 
mutuellement separees par des regions (40) opaques a 
ladite lumiere de fluorescence, et dans lequel le 
materiau des regions transparentes (42) est un materiau 
, sensiblement opaque pour un spectre de longueurs d ' onde 

15 comprenant au. moins une longueur d ' onde d ' excitation de 
marqueurs fluorescents susceptibles d'etre presents sur 
les sites, et sensiblement transparent a un spectre de 
longueurs, d * onde comprenant au moins une longueur 
d ' onde de fluorescence desdits marqueurs* 

20 

2 . Support selon la revendication 1, comprenant 
une plaque de materiau opaque formant lesdites regions 
opaques et traversee. par une pluralite de caissons en 
un materiau transparent a la lumiere de fluorescence, 

25 formant lesdites regions transparentes. 

3. Support selon la revendication 1, comprenant 
une plaque de materiau transparent a la lumiere . de 
fluorescence formant lesdites regions transparentes et 

30.. comprenant au moins une couche de masque (41) formee 
sur au moins une face de la plaque,' ladite couche de 
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masque s'etendant en dehors des regions transparentes 
et formant lesdites regions opaques, 

4. Support selon la revendication 3, .dans 
5 lequel la couche de masque est formee d'une pluralite 

d' elements opaques disjoints. 

5 . Support selon la revendication 1, comprenant 
en outre une couche de f litre Optique (50) formee sur 

10 la premiere face et destinee a retenir au irioins une 
longueur d'onde d'une lumiere T d ' excitation des 
, marqueurs f luorescents susceptibles d'etre presents sur 
les sites . ' 

15 6. Support selon la revendication 1, comprenant 

en outre une plurality de lentilles optiques , (46), 
formees sur la deuxieme face (44) et coincidant avec 
lesdites regions transparentes. 

20 7. Dispositif de lecture d'un support d'analyse 

selon la revendication 1, comprenant une retine 
electronique (12) eqtiipee d'une pluralite de zones 
photosensibles (18) , coincidant avec les regions 
transparentes (42) lorsque le support d'analyse (10). 

25 est dispose sur la retine (12). 

.8. Systeme d ! analyse biologique comprenant : 
- un support d 1 analyse (10) selon la revendication 1, 
et • 
30. - un dispositif de lecture pouvant etre associe a la 
deuxieme face (.44) da support d' analyse. . 
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9. Systeme d' analyse selon la revendication 8, 
cpmprenant en outre une source de lumiere d' excitation 
(30) tour nee vers la premiere face (20) du. support 

5 d ■ analyse . 

. ■ « . 

10. Systeme d' analyse selon la revendication 9, 
comprenant en outre un ; reseau . de lentilles (46a), 
associees . regpectivement aux regions transparentes (42). 

10 du support d' analyse (10), le" reseau etant dispose 
entre le support d' analyse et la retine electrohique. 

11. Systeme selon la revendication 8, dans 
lequel le dispositif de lecture . comprend une retine en 

15 . silicium du type CCD (retine a couplage de charge) ou 
du type CMOS (metal-oxyde-semi-conducteur- 

complementaire) . 

12. Systeme selon la revendication 8, dans 
lequel la ratine electroniqtie presente une face 
sensible, • tournee, vers le support, d'analyse, qui est 
recouverte d'un filtre antir§f lexion (48) accorde sur 
au moins une longueur d'onde de la lumiere de 
fluorescence. 

25 • • . _ .. - ' 

13. Systeme selon la revendication 8, dans 
lequel la retine electronique comporte une pluralite de 
pixels (18) coincidant respectivement avec les regions 
transparentes' (42) du support d f analyse. 
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